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(57) Abstract 

The recombinant production of 
PDGF-AB in mammalian cells is disclosed 
by means of a bicistronic vector system in 
which an IRES sequence is located between 
the first and second cistrons and in which 
the B chain coding gene is located in the 
First cistron. The disclosed expression unit 
allows the equimolar expression of the A 
and B polypeptide chains. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft die rekombi- 
nante Herstellung von PDGF-AB in Sauger- 
zellen unter Verwendung eines bicistroni- 
schen Vektorsystems, in welchem sich zwi-;,;* 
schen dem ersten und dem zweiten Cistron' : 
eine IRES-Sequenz befindet und das Fur die 
B-Kette codierende Gen in dem ersten Ci- 
stron positioniert ist. Die erfindungsgemaRe 
Expressionseinheit fuhrt zu einer aquimola- 
ren Expression der Polypeptidketten A und 
B. 



Cl* I 




Tth 1111 



stoa xzx 



ClM I 



sot I , - 



i/w*t z 




Hind in 



4 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Code, die zur Identifier ung von PCT-Vertragsstaaten auf den 
internationale Anmeldungen gemass dem PCT veroffentlichen. 



AT 


Oslerruich 


Fl 


Finnland 


AU 


Australien 


FR 


Frankrcich 


BB 


Barbados 


GA 


Gabon 


BE 


Belgien 


GB 


Vcrciniglcs Konigreich 


BF 


Burkina Faso 


GN 


Guinea 


BC 


Butgarien 


GR 


Griechenland 


BJ 


Benin 


HU 


Ungarn 


BR 


Brasilien 


IE 


Irtand 


BY 


Belarus 


IT 


ltalien 


CA 


Kanada 


JP 


Japan 


CF 


Zentralc Afrikanische Repubtik 


KP 


Oemokratische Volksrepublik Korea 


CC 


Kongo 


KR 


Republik Korea 


CH 


Schweiz 


KZ 


Kasachstan 


CI 


Cole d*l voire 


LI 


Liechtenstein 


CM 


Kamerun 


LK 


Sri Lanka 


CN 


China 


LI) 


Luxemburg 


cs 


Tschcchoslowakci 


LV 


Lettland 


cz 


Tschcchischen Republik 


MC 


Monaco 


DE 


Deulschland 


MG 


Madagaskar 


DK 


Dane mark 


ML 


Mali 


ES 


Spanicn 


MN 


Mongolei 



Kopfbogen der Schriften, die 



MR 


Mauri la nien 


MW 


Malawi 


NE 


Niger 


NL 


Niederlande 


NO 


Norwegen 


NZ 


Neusceland 


PL 


Polen 


PT 


Portugal 


RO 


Rumanien 


RU 


Russische Fode ration 


SO 


Sudan 


SE 


Schweden 


SI 


Slowenien 


SK 


Slowaktschen Republik 


SN 


Senegal 


TD 


Tschad 


TC 


Togo 


UA 


Ukraine 


LIS 


Vercinigte Staatcn von Amerika 


UZ 


Uzbekistan 


VN 


Vietnam 



WO 94/05786 



PCT/EP93/02295 



Herstellunq von hetero^ * Tnc»T-g»ni PDGF-AB mit Hilfe eines 
bicistronlachen VektorBVBtemfl In S&uqerzellen 

Die Erfindung betrifft die rekombinante Herstellung von PDGF-AB 
(rPDGF-AB) in SSugerzellen als Wirtszellen, welches im wesentli- 
chen frei ist von den homodimeren Begleitprodukten PDGF-AA und 
-BB • 

Seit vielen Jahren ist es moglich, einzelne Proteine, deren Gene 
durch Klonierung isoliert wurden, nach Manipulation und Gen- 
transfer in verschiedenen prokaryontischen und eukaryontischen 
Zellen herzustellen . Fur das Erreichen der vollen biologischen 
Aktivitat vieler Proteine sind korrekte Faltungen, richtiges 
Prozessieren und gegebenenf alls auch posttranslationale 
Modif ikationen erf orderlich, welche in prokaryontischen und 
niederen eukaryontischen Expres s ions sys t emen oftmals nicht kor- 
rekt ausgefuhrt werden. Aus diesem Grund bedient man sich haufig 
Saugerzellen als Wirte. Saugerzellen sind dariiber hinaus in der 
Lage, grofle Mengen von Proteinen zu sekretieren. 

Aus verschiedenen Griinden bedarf es oftmals der simultanen Her- 
stellung zweier oder mehrerer Proteinketten . Zum Beispiel sind 
viele natiirliche Proteine in ihrer f unktionellen Form aus 
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mehreren Untereinheiten zusammengesetzt (z.B. Antikorper). Na- 
tiirlicherweise erfolgt die Assoziation verschiedener Unterein- 
heiten von komplexen Proteinen nach der Proteinsynthese . An 
dieser Assoziation sind haufig andere Komponenten des zellularen 
Apparates als Katalysatoren oder Kontrollelemente beteiligt, 
wobei es gelegentlich auch zu Umfaltungen der urspriinglichen 
Strukturen kommt. Storungen der Assoziation, z.B. durch unglei- 
che Synthese der einzelnen Komponenten, konnen sowohl fur die zu 
bildenden Proteine als auch fur die Wirtszelle negative Konse- 
quenzen haben. Natiirlicherweise unterliegt dieses System einer 
ausgefeilten, meist zellspezif ischen Regulation. Da diese Regu- 
lation in genetisch manipulierten Zellen im allgemeinen nicht 
nachstellbar ist, wurden die nachfolgend erlauterten Alternati- 
ven zur simultanen Herstellung mehrerer Fremdproteine entwickelt 
1 5 und angewandt : 

1) Die Gene werden getrennt in Expressionsvektoren integriert 
und dann in einem geeigneten Verhaltnis in die Zellen co- 
transferiert. Dies setzt voraus , dafi mehrere Plasmidkopien 
gleichzeitig stabil aufgenommen und bei der Teilung weiter- 
getragen werden. Das Verhaltnis der Expression der verschie- 
denen Gene zueinander hangt sowohl von der Kopienzahl als 
auch von der Integrationsstelle im Genom der Wirtszelle ab. 
Durch aufwendige Screeningverf ahren ist es moglich, Zell- 
klone zu isolieren, welche die einzelnen Genprodukte im 
gewiinschten Verhaltnis zueinander exprimieren . 



20 



25 



30 
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2) 



Um die Kopienzahl zu nivellieren, werden die verschiedenen 
Gene in unabhangigen Transkriptionseinheiten auf einem Vek- 
tor plaziert. Dies sichert weitgehend die stSchiometrische 
Reprasentanz der Gene, aber auch dieses Verf ahren ist mit 
Problemen behaftet. Selbst wenn namlich Expressionseinheiten 
mit Promotoren gleicher Starke verwendet werden, ist keines- 
wegs sichergestellt, dafl die mRNAs , welche fur die verschie- 
denen Proteine kodieren, die gleiche Stabilitat und Transla- 
tionseffizienz aufweisen. Auch die Transkriptionsef f izienz 
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beider Gene mui3 nicht zwangslauf ig identi'sch sein. In diesem 
Fall wird mit Hilfe von gentechnischen Tricks (Positionie- 
rung der Transkriptionseinheiten zueinander, Modulation der 
Starke der einzelnen Proraotoren durch Vfegnehmen oder Hinzu- 
5 fiigen einzelner Elemente) die Stochiometrie der Expression 

schrittweise hergestellt. 

3) Zur Vermeidung der Probleme im Zusammenhang mit der Stabili- 
tat der mRNA verschiedener Transkripte wurden bi- oder mul- 

10 ticistronische Vektoren entwickelt. Hierzu liegen die ein- 

zelnen Leseraster der die Proteinketten kodierenden Genab- 
schnitte - Cistrons - auf einer Transkriptionseinheit (Ex- 
pressionseinheit ) . Die Expression des multicistronischen 
Gens erfolgt durch einen einzigen Promotor . Bei derartigen 

15 Vektoren wird normalerweise das erste Cistron sehr ef f izient 

trans latiert f die nachf olgenden aber in Abhangigkeit von den 
intercistronischen Sequenzen. Verwendet man fur diese inter- 
cistronischen Sequenzen normale 5' nicht translatierte Se- 
quenzen (5'UTR) aus monocistronischen Genen, so ist die 

20 Expression des nachf olgenden Cistrons meist sehr niedrig (in 

der Regel um 0,5 bis 2% der Translation des ersten Cistrons, 
Kaufman et al., 1987; Boel et al . , 1987). Diese Effizienz 
konnte zunachst durch Einfugen von Leadersequenzen (High 
Efficiency Leadern , HEL) auf etwa 20% gesteigert werden . Mit 

25 der Entdeckung und Verwendung von bestimmten zellularen und 

viralen Sequenzen, welche eine interne Translationsinitia- 
tion ermoglichen (IRES; Jackson et al., 1990), war es mog- 
lich, ein Translationsverhaltnis zwischen dem ersten und dem 
nachf olgenden Cistron von 3:1 zu erzielen. 

30 

Die Schliisselrolle bei der Verwendung bi- oder multicistroni- 
scher Vektoren spielt die Translation. Normalerweise erfolgt die 
Initiation der Translation in Eukaryonten nach dem "cap" -abhan- 
gigen Mechanismus, im Verlaufe dessen ein Pra-Initiationskomplex 
35 aus Proteinen und RNA am 5'Ende einer mRNA mit "cap" (methylier- 
tes Nukleotid) aufgebaut wird. Von dort aus wird ein geeignetes 
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Trans la tionsinitiationskodon ausgesucht, von dem ausgehend die 
Translation gestartet wird. Man glaubt, daJ3 dies iiber einen 
" Scanning "-Prozefi ablauft/ wobei sich der Pra-Initiationskomplex 
entlang der mRNA in 3'Richtung bewegt. Auf diese Weise wird, von 
einigen Ausnahmen abgeseheri, immer das am 5 ' Ende liegende Ci- 
stron effizient translatiert (Kozak, 1989). Alle nachf olgenden 
Cistrons werden gar nicht Oder sehr ineffizient translatiert. 
Die Trans lations-Ef f izienz der nachf olgenden Cistrons konnte 
durch Optimierung des Abstandes zwischen den Genen ( intercistro- 
nische Regionen; Kozak, 1987; Wirth et al . , 1991) oder durch 
Verwendung von sogenannten "high efficiency leader "-Sequenzen 
( HEL, s.o.) verbessert werden (z.B. Falcone und Andrews , 1991 
und Ref. darin). HEL's sind solche 5'nicht trans latierten Be- 
reiche von Genen oder auch anderen Sequenzen, welche die Initia- 
ls tion der "cap"-abhangigen Translation stimulieren. Auch bei 
derartigen Konstrukten sind jedoch die erreichbaren Expressions- 
werte fur das zweite und die nachf olgenden Cistrons immer deut- 
lich geringer als die des "cap"-abhangig regulierten ersten 
Cistrons . 

20 

Ein in den letzten Jahren aufgedeckter Mechanismus zur internen 
Trans la tionsinitiation benutzt spezifische Nuk le ins Sure sequen- 
zen. Zu diesen Sequenzen zahlen die nicht trans latierten Berei- 
che einzelner Picorna-Viren, z.B. Polio-Virus, Encephalomyocar- 
25 ditis-Virus, (Pelletier und Sonenberg, 1988; Jang et al., 1988; 
Jang et al., 1989) sowie einiger zellularer Proteine, z.B. BiP 
(Macejak und Sarnow, 1991). Bei den Picorna-Viren sorgt ein kur- 
zer Abschnitt des 5'nicht translatierten Bereichs, das sogenann- 
te IRES (internal ribosomal entry site), fur die interne Bindung 
eines Pra-Initiationskomplexes . Daruber hinaus sind weitere 
Bereiche aus dieser Region fur die effiziente Initiation dieser 
Translation notwendig. So zeigt es sich z.B., dafl fUr eine effi- 
ziente Translation nicht nur die 400 Basenpaare stromaufwarts 
des IRES, sondem auch der extreme 5'Teil der Picoma-Virus 
nicht -trans latierten Region notwendig ist (Simoes und Sarnow, 
1991). Auf der anderen Seite fiihrt das "capping", die Voraus- 
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setzung fur den normalen Initiationsmechanismus der Translation, 
zu einer Reduktion der Effizienz der internen Initiation von 
Polio-Virus IRES, wenn er am 5'Ende einer entsprechenden mRNA 
lokalisiert ist (Hambidge und Sarnow, 1991). Der negative Effekt 
5 wird aufgehoben, wenn die IRES fiir die Initiation des zweiten 
Cistrons verantwortlich ist, also zwischen "cap" und IRES ein 
Cistron liegt . 

IRES-Elemente konnen also als Initiatoren fiir die effiziente 

10 Translation von Leserastern fungieren. Dabei beeinflussen sie 
die M cap"-abhangige Translation des ersten Cistrons nicht. Auch 
umgekehrt scheint eine Beeinf lussung der IRES-abhangigen Ini- 
tiation unabhangig von der "cap" -abhangigen Trans lationsinitia- 
tion zu sein. Die Mechanismen beider Vorgange unterscheiden sich 

15 auch deutlich in der Verwendung verschiedener zellularer Fakto- 
ren (Meerovitch et al . , 1989; Jang und Wimmer, 1990). In der 
vergangenen Zeit wurden mehrere Untersuchungen publiziert, bei 
denen bicistronische Expressionsplasmide verwendet wurden (Adam 
et al., 1991; Ghattas et al . , 1991; Kaufman et al.,1991; Wood et 

20 al., 1991; Wirth et al., 1991). Da aber of f ensichtlich die 
"cap"-abhangige Translation starker ist als die IRES-abhangige 
Translation, konnte eine stochiometrische Expression zweier 
Proteinketten nicht erreicht werden. Die bisherigen Verwendungen 
konzentierten sich deshalb auf die Verwendung von Selektions- 

25 markem im zweiten Cistron. Die enge Expressionskoppelung des 
Selektionsmarkers mit dem zu exprimierenden Gen, welches das 
erste Cistron darstellt, ist besonders vorteilhaft bei der Se- 
lektion auf Hochexpression, insbesondere, wenn eine vorausge- 
hende Genamplif ikation erforderlich ist. 

30 

Die Synthese aquimolarer Proteinmengen von bi- oder multicistro- 
nischen Express ions vektoren ist jedoch bisher nicht erreicht 
worden. Die aquimolare Expression zweier verschiedener Protein- 
ketten ist fiir die rekombinante Herstellung des Wachstumsfak- 
35 tors aus Blutplattchen, "Platelet-Derived-Growth-Factor " (PDGF), 
einem der Hauptmitogene im menschlichen Blutserum, von besonde- 
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rer Bedeutung. Aus menschlichen Thrombozyten aufgereinigt.es PDGF 
besteht aus zwei unterschiedlichen, aber nahe verwandten Poly- 
peptidketten, die durch Disulf idbriicken miteinander verkniipft 
sind. Unter reduzierenden Bedingungen zerfallt das diraere PDGF 
in seine monomeren Untereinheiten , wovon die groBere (hL 15- 
17.000 D) als PDGF-A-Kette und die kleinere (M, 14.000 D) als 
PDGF-B-Kette bezeichnet wurde (Johnsson et al . , 1984 ). 

Die Proteinketten PDGF -A und -B werden von verschiedenen Genen 
kodiert. Die vollstandige Struktur beider Genprodukte konnte 
durch cDNA-Klonierung aufgeklart werden (Ratner et al., 1985, 
Betsholtz et al . , 1986). Dabei zeigte es sich, daB beide PDGF- 
Molekule zunachst als ungewohnlich lange Vorlauf ermolekiile , sog. 
Precursoren, synthetisiert und anschliefiend intrazellular zu den 
reifen PDGF-Ketten prozessiert werden. Durch alternatives Spli- 
cen lassen sich zwei verschiedene PDGF-A-Transkripte erklaren, 
die sich durch An- oder Abwesenheit eines 69-bp Segmentes im 3 ' - 
Bereich unterscheiden (Betsholtz et al., 1986; Wise et al . , 
1989). Durch dieses Insert koromt es zu einer Anderung im codie- 
renden Abschnitt mit der Folge, dafi eine kurze (PDGF-Ar, 110 
Aminosauren) und eine lange (PDGF-A l , 125 Aminosauren) Form der 
PDGF-A-Kette gebildet wird. Beide Varianten sind als normale 
zellulare Proteine nebeneinander nachweisbar, wobei die kurzere 
Form die haufigere Spezies ist (Matoskova et al . , 1989; Young et 
25 al., 1990). 

Beide Gene sind auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert 
und zeigen einen hohen Homologiegrad . Eine Vielzahl von Arbeiten 
zeigt, dafl beide Gene unterschiedlichen Regulationsmechanismen 
unterliegen. Eine Folge davon ist, daB beide PDGF-Ketten natiir- 
licherweise in verschiedenen Zelltypen in unterschiedlichem 
Verhaltnis zueinander produziert werden. 



20 



30 



35 



Alle drei moglichen Isoformen des PDGF (AA, AB und BB) kommen 
natiirlicherweise vor und sind in Thrombozyten in sogenannten 
ot-Granula gespeichert. Aus iiberlagerten menschlichen Blutplatt- 
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chen kann neben dem die Hauptmenge bildenden PDGF-AB Heterodimer 
auch PDGF-BB zu etwa 30 % isoliert werden (Hammacher et al . , 
1988). Frisch praparierte Blutplattchen enthalten auch einen 
hohen Anteil (27%) an ?DGF-AA (Hart et al., 1990). Es kann daher 
angenonanen werden, dafi : .n den Vorlauf erzellen der Thrombozyten, 
den Megakaryozyten, der Anteil beider Homodimere zusammen etwa 
dem AB-Heterodimer-Anteil entspricht . Da die Konzentration jeder 
PDGF-Spezies im Thrombozyten direkt korrelieren sollte mit ihrer 
individuellen Bedeutung im Wundheilungsgeschehen, kommt insbe- 
sondere der haufigsten Isoform, dem PDGF-AB, eine herausragende 
Bedeutung auf der Suche nach einem "Wundheilungshormon" zu. 



Jede der verschiedenen Isoformen besitzt biologische Aktivitat 
in vitro. Erst die Verf ugbarkeit der hochreinen, rekombinanten 
PDGF- Isoformen (Hoppe et al., 1989; Hoppe et al . , 1990) rtiachte 
vergleichende Studien zur Dif f erenzierung der unterschiedlichen 
Wirkungsspektren der verschiedenen PDGF-Spezies moglich. Inzwi- 
schen belegen eine Reihe von Untersuchungen die unterschiedliche 
Potenz von PDGF-AA, AB und BB im Chemotaxis- und DNA-Prolif era- 
tionstest (Hosang et al . , 1989; Nister et al., 1988; Reilly & 
Broski, 1989; Siegbahn et al . , 1990), sowie deren unterschiedli- 
chen Einflufi auf die Freisetzung von Inositol-1 , 4 , 5-trisphos- 
phat, Produktion von Diacylglycerol und [Ca^h-Mobilisierung 
(Block et al., 1989; Sachinidis et al . , 1990 A, 1990 B). Zwei 
25 unterschiedliche PDGF-Rezeptorpopulationen, von denen der 
PDGF-a-Rezeptor alle PDGF- Isoformen und der J5-Rezeptor nur 
PDGF-BB bindet (Hart et al., 1988; Heldin et al . , 1988) liefern 
eine plausible Erklarung dafiir, wie sich Wirkungsunterschiede 
der PDGF- Isoformen uber deren unterschiedliche Potenz zur Rezep- 
toraktivierung entfalten konnen. Die meflbaren unterschiedlichen 
in vitr-o-Effekte der PDGF-Isof ormen, zusammen mit dem Nachweis 
zweier verschiedenener Rezeptorpopulationen , lassen Riickschlusse 
auf' unterschiedliche in vivo Wirkungsspektren von PDGF-AA, AB 
und BB zu. Daher ist die Produktion von reinem PDGF-AB, ohne 
PDGF-BB oder PDGF-AA als Begleitproteine , wiinschenswert . Um ein 
homogenes, gut charakterisiertes Heterodimer zu erhalten, miiBten 
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die Homodimere sonst durch Reinigung vollstandig el 
werden, was durch die sehr ahnlichen chromatographischen Eigen- 
schaften aller PDGF Spezies zusatzlich erschwert wird . 

Eine Reihe verschiedener Wege zur Herstellung von rekombinanten 
PDGF-Homodimeren, insbesondere PDGF-BB, sind zum Teil schon seit 
langerer Zeit bekannt (Kelly et al . , 1985; Heldin et al . , 1986- 
Ho Ppe et al., 1989; Beckmann et al . , 1988; Bywater et al . , 19 88 ' 
Stroobant * Waterfield 1984). Ein Herstellungsverf ahren fur 

90/00 063) beschrxeben. Hier werden die getrennt in unterschied- 
lxchen E.coli-Zellen hergestellten, inaktiven Monomere durch in 
tr-o-Renaturierung in biologisch aktives PDGF-AB iiberfiihrt. 

Die bislang synthetisierten Genprodukte der drei PDGF-Isof ormen 
wexsen trotz variierender Lange der A- bzw. B-Einzelstrange , 
wextgehend iibereinstiimnende biologische Aktivitat auf . 

Fiir die heterology Expression von PDGF-AB Heterodimeren in euka- 
ryontxschen Systemen gelten die eingangs erwahnten Kriterien der 
sxxnultanen Expression zweier (oder mehrerer) Proteine. Die 
bxsher publizierten Strategien zur Herstellung von PDGF-AB in 
rekoxnbxnanten CHO-Zellen (Ost.an et al . , 1988) und «± t Hilfe von 
Hefe-Expressxonssystemen [EP o 259 632] entsprechen dem oben 
unabh" • Uterten Fallbei ^ ie1 ' w ° -ieh beide PDGF-Gene in 

Zl Qua n n g t 9 r ^^"—^en auf eine, Vektor befinden. 
Dxe Quantxfxzxerung der auf diese Weise in CHO-Zellen exprimier 

PDGF U AB erS H hiedliChen PDGF - Dim - e »% f*r PDGF-AA, 69% fttr 

PDGF-AB und 12% fiir PDGF-BB (Ostman et al., l 98 8). 

Eine Grundvoraussetzung fiir die bevorzugte Synthese von PDGF-AB 
Heterodxxneren roit Hilfe eukaryontischer Expressionssysterce ist 
daher nxcht nur in der stochioxnetrischen Reprasentanz beider 
Gene, sondern in erster Linie auch in deren koordinierter Ex- 

11211? 2U 1 Sehen * ^ bietSn S±Ch bici ^-nische Expressions- 
exnhexten als m 6 g liche Hilfsmittel fur die Expression heterodi- 
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merer Proteine und damit des PDGF-AB an. In WO 90/01550 wird ein 
derartiges System auch fur die Expression von PDGF beschrieben. 
Wie unter Punkt 3) oben naher erlautert, lief em diese Konstruk- 
te jedoch nur sehr limitierte Express ionsraten fur das zweite 
5 (und nachf olgende ) Cistron. Abhangig von der im ersten Cistron 
lokalisierten PDGF-Kette werden vorwiegend Homodimere dieses 
Typs gebildet. Bisher in der Literatur beschriebene Versuche, 
beide PDGF-Gene mit Hilfe anderer Expressionssysteme in einer 
eukaryontischen Zelle zu exprimieren, fiihrten zu Homodimer-Ne- 
10 benproduktanteilen im Bereich von 30% oder mehr. Urn dennoch mit 
diesen Zellsystemen PDGF-AB zu erhalten, miissen aufwendige und 
extrem verlustreiche Reinigungstechniken angewendet werden . 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Expressionssystem zu 
15 schaffen, mit Hilfe dessen PDGF-AB ohne wesentliche Verunreini- 
gung durch die jeweiligen Homopolymere hergestellt werden kann. 

Erf indungsgemaJi konnte die Aufgabe durch die Verwendung eines 
Konstrukts gelost werden, welches in an sich bekannter Weise von 

20 der IRES-Sequenz zwischen dem ersten und zweiten Cistron 
Gebrauch macht, jedoch das fur PDGF-B kodierende Gen in das 
erste Cistron einbringt. Uberraschenderweise hat es sich erf in- 
dungsgemafl gezeigt, daJi die Wirtszellen nach Transfektion mit 
diesen Konstrukten PDGF-AB ohne nennenswerten Anteil an Homodi- 

25 meren sezernieren. Ausbeute und Wirtschaf tlichkeit der nachge- 
schalteten Proteinreinigungsverf ahren wird dadurch betrachtlich 
verbessert. 

Gegenstand der Erfindung ist demgemafl eine bicistronische Ex- 
30 pressionseinheit zur rekombinanten Herstellung von heterodimerem 
PDGF-AB in Saugerzellen als Wirtszellen, welche gekennzeichnet 
ist durch die allgemeine Formel 



p - 5'UTR - C x - IRES - C 2 - 3'UTR^- polyA, 
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in der 

p ein transkriptionaler Promotor ist, 

5'UTR eine nicht trans latierte Nukleotidsequenz ist, 

C! ein Cistron ist, welches ein fur die B-Kette von 
PDGF, ein biologisch aktives Analogon Oder ein Fragment 
derselben kodierendes Gen enthalt, 

IRES eine Nukleotidsequenz viralen, zellularen oder 
synthetischen Ursprungs ist, die in der Stufe der 
Translation fur die interne Initiation verantwortlich 
ist, 

C 2 ein Cistron ist, welches ein fur die A-Kette von 
PDGF oder ein biologisch aktives Analogon oder ein 
Fragment derselben kodierendes Gen enthalt, 

3'UTR eine nicht translatierte Nukleotidsequenz, 

und polyA ein Polyadenylierungssignal ist, 

wobei C 2/ IRES und C 2 operativ miteinander verkniipft 
5 sind. 

Als Promotoren kommen alle diejenigen Promotoren in Betracht, 
die in eukaryontischen Zellen wirksam sind, d. h., die die Gen- 
expression in eukaryontischen Zellen initiieren konnen. Insbe- 
sondere konnen alle konstitutiven und induzierbaren Promotoren 
viralen (beispielweise die "Long terminal repeats, LTR's, von 
Retroviren oder Herpes Simplex Thymidin-Kinase Promotor), zel- 
lularen (beispielsweise Interferon- oder Ubiquitin-Promotor ) 
oder synthetischen Ursprungs verwendet werden. Erf indungsgemafi 
35 ist der SV40-Promotor bevorzugt. 



20 



30 
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Die 5'UTR und die 3'UTR sind beliebige, in der Regel nichttrans- 
latierte Nukleotidseguenzen, die regulierende Elemente enthalten 
konnen. Erf indungsgemaB geeignet sind beispielsweise die Sequen- 
zen aus SV-40 nach Artelt et al . (1988). 

Das erste Cistron, C lf kann die vollstandige PDGF-B Vorlauferse- 
quenz (SEQ ID Nr. 3), deren Analoga und jegliches Fragment ent- 
halten, welches fiir eine biologisch wirksame PDFG-B Kette ko- 
diert - Insbesondere kommen in diesem Zusammenhang das zur PDGF- 
B-Kette homologe v-sis-Gen (Produkt des Simian Sarcoma Virus 
(SSV)) sowie die Basenpaare 283 bis 609 gemaB SEQ ID Nr. 3 in 
Betracht, welche die reife PDFG-B Kette kodieren. 

Analog kann das zweite Cistron, C 2 , die lange oder kurze PDGF-A 
15 Vorlaufersequenz ( PDGF— A L oder PDGF-Ar - SEQ ID Nr. 1) sowie 
jegliche Fragmente enthalten, welche fiir eine biologisch aktive 
PDGF-A Kette kodieren. In Betracht kommt insbesondere das Frag- 
ment gemaB den Basenpaaren 353 bis 682 gemaB SEQ ID Nr. 1, wel- 
ches fur die reife PDGF-A Kette kodiert. 

20 

Als IRES konnen alle diejenigen Sequenzen viralen, zellularen 
oder synthetischen Ursprungs verwendet werden, welche eine in- 
terne Bindung der Ribosomen vermitteln. Beispiele fur derartige 
Sequenzen sind die IRES aus Poliovirus Typ 1 gemaB SEQ ID Nr. 5, 
25 welche die ersten 628 Nukleotide der 5' nicht-translatierten 
Region des Poliovirus Typ l einschlieBt, sowie femer die 5'UTR 
des Enzephalomyocarditis Virus (EMV), des "Theilers murine ence- 
phalomyelitis virus" (TMEV), des "foot and mouth disease virus" 
(FMDV), des "bovine enterovirus" (BEV), des "coxsackie B virus " 
(CBV), des "human rhinovirus" (HRV) und die "human immunoglobu- 
lin heavy chain binding protein" (BIP) 5'UTR, die Drosophila 
Antennapediae 5'UTR, die Drosophila Ultrabithorax 5'UTR oder 
genetische Hybride oder Fragmente aus den oben angefxihrten Se- 
quenzen. Erf indungsgemaB bevorzugt ist die IRES aus Poliovirus 
35 Typ 1 gemafi SEQ ID Nr. 5. 



30 
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Gegenstand der Erf indung sind femer rekombinante DNA Vektoren 
welche die erf indungsgemafle Expressionseinheit enthalten. Ein 
erfxndungsgemaB bevorzugter Vektor ist in Figur 4B und dessen 
Herstellung in den Figuren 1 bis 3 dargestellt. 

5 

Die Erf indung schlieBt femer Wirtszellen ein, welche Saugerzel- 
len smd und mit einem Vektor transformiert sind, der die erfin- 
dungsgemMBe Expressionseinheit tragt. Vorzugsweise handelt es 

10 ^ CH °" ° dSr BHK " Zellen ' "° bei l«t 2t ere besonders bevorzugt 

Elne erftndungsgemafl transf oouerte BUX-Zelle wurde unter 

T a LTc ei ^ mg 91 " 21 " 4D - 1932 «»i «•« Deutschen s»- 

lung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH ( DSM) hinterlegt. 
Ihr wurde die Hinterlegungsnummer DSM ACC2045 zugeteilt. 

" von " r ! ind "" 9 SChlieBt d " ab « vexfahren zur Herstellung 

Us wTr^en"" ? DGF_AB Sin ' ^ VMlauf ^gerzellen 

onerltlv " """""XTO—*- Bxpressionseinheit 

HIT enthalten, in eine m geeigneten Medium kulti- 

20 2T "T Sn Un<1 S ° er2eU ^ e rPDGF-AB von den Zellen und de m 

"u^Tui a t 9etrennt " ird • MediUI " allS be «™ Medien 

s^thet ? erSn SaU9e " e " e " - Betracht, einschliefilich 

dC E r f T' Pr0tSinfrei " Proteina^er Produktionsme- 

1 ^"lungsgemafl wurde DMEM (Dulbecco-s Modified Eagle 
Med lura ,, angereichert m it 4,5 g /l G l uko se und 5 bis 10 % PCS 
" bevorzugt. ^° ' 

Das rPDGF-AB wird nach herka^lichen Verfahren (vgl. beispiels- 

r:::: t 0 T ann et ai - 1988 j von den zeiie - — ^lur::,:- 

30 „IZ^es rr^" er£ind -"'^« ein fur PDGF-AA ent- 

Ingewendet h ° Ch Sf£i — = ("chner et al., l989) 

Gegenstand der Erf indung ist schlieBlich heterodi*eres rPDGF-AB, 

35 Zn Z Z ^ £rSi iSt V ° n h -° d -«en Begleitprodukl 

ten und welches erhaltlich ist durch Kultivieren der oLn be- 

schrxebenen, erf indungsgercaBen Wirtszellen. Oberraschenderweise 
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hat es sich gezeigt, dafi die mit dem erf indungsgemafien Konstrukt 
trans formierten Wirtszellen das heterodimere PDGF-AB mit einer 
Reinheit von 90% und mehr, bezogen auf die Gesamtmenge des ge- 
bildeten PDGF, sezernieren. Erf indungsgemaB bevorzugt ist PDGF- 
5 AB, welches durch Kultivieren von BHK-Zellen, transf ormiert mit 
dem erf indungsgemaJJen Konstrukt, beispielsweise derjenigen Zel- 
len, welche unter der Bezeichnung 91-21-4D am 11. 8. 1992 bei 
der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 
(DSM) hinterlegt wurden (Hinterlegungsnummer DSM ACC2045), zu- 
10 ganglich ist. 

Das erf indungsgemafle rPDGF-AB unterscheidet sich von den bisher 
bekannten rekombinanten PDGF-AB Produkten in erster Linie durch 
seinen hohen Reinheitsgrad . Wie eingangs ausgefiihrt, ist bisher 
15 kein rekombihahtes Verfahren beschrieben worden, bei dem 90% und 
mehr des erhaltenen Produktes aus dem Heterodimeren besteht. Da 
die vollstandige Abtrennung der Homodimeren von dem Heterodime- 
ren nahezu unmoglich ist, sind die bekannten Produkte zwangs- 
laufig Gemische aus alien 3 Isoformen. 

20 

Dariiberhinaus haften den bekannten Produkten, abhangig von deren 
Herstellung, in mehrfacher Hinsicht Nachteile an. So ist es be- 
kannt, daB die heterologe Genexpression in Hefezellen, wie in EP 
259 632 oder 288 307 beschrieben, zu Proteinprodukten mit gegen- 

25 iiber dem humanen Produkt veranderten Glykosylierungsmustern 
f iihrt . Zudem ist in Hefezellen exprimiertes PDGF-B zumindest 
teilweise unvollstandig prozessiert und/oder proteolytisch abge- 
baut (vgl. WO 912/01716). Derartige Produkte weisen somit ein 
verandertes Kohlenhydratmuster auf und sie sind mit proteoly- 

30 tischen Abbauprodukten verunreinigt . Zur Vermeidung der vorge- 
nannten Nachteile beschreibt die WO 9 2/01716 Verfahren zur Her- 
stellung modif izierter PDGF-Ketten, bei denen die Konsensus- 
Sequenzen fur die Glykosylierung bzw. die Protease sensitiven 
Domanen entfernt sind. Derartige Modif ikationen beeinflussen 

35 jedoch die biologische Aktivitat des Produktes (vgl. WO 
92/01716) . 
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Gemafi einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
wird durch Kultivieren von erfindung sgemafi trans formierten BHK- 
Zellen, und insbesondere durch Kultivieren der Wirtszellen 91- 
21-4D mit der Hinterlegungs-Nr. : DSM ACC2045 heterodimeres 
rPDGF-AB gewonnen. 

Ferner ist aus der WO 90/08163 die rekombinante Herstellung von 
PDGF-AB in Bakterienzellen, insbesondere in E. coll bekannt, 
welche zwanglaufig zu einem nicht glykosylierten Produkt fiihrt. 
Eine nach diesem Verfahren in E. coll Zellen exprimierte PDGF-B- 
Kette ist jedoch amino terminal um 12 Aminosauren verkiirzt. Dar- 
iiberhinaus mufl das Produkt aus Bakterien In vitro renaturiert 
werden, ein Vorgang, bei dem die korrekte inter- und intramole- 
kulare Bildung der Disulphidbriicken und die korrekte Faltung des 
Proteins nicht gewahrleistet ist mit der Folge, daB die immuno- 
logischen Eigenschaf ten des Produkts verandert und die biologi- 
sche Aktivitat beeinfluflt werden konnen. 

Das heterodimere r PDGF-AB gemafl der Erfindung wird vorzugsweise 
zusammen mit pharmazeutisch vertraglichen Hilf s- und Tragerstof- 
fen als pharmazeutisches Praparat, insbesondere fur die Wundhei- 
lung formuliert. In diesem Zusammenhang kann es als Wirkstoff in 
Pflastem, Wundverbanden und dergleichen enthalten sein. Es ist 
besonders fur die topische Verabreichung geeignet, es kommen 
jedoch auch Applikationen in Betracht, in deren Verlauf der 
Wirkstoff in die Wunde eingebracht Oder subkutan verabreicht 
wird. Beispielsweise kann das PDGF-AB in einer geeigneten Matrix 
mit Depotfunktion im Wundrandbereich subkutan appliziert werden 
oder direkt subkutan injiziert werden. 

Ferner eignet sich das erf indungsgemafle rPDGF-AB zur Herstellung 
von kosmetischen Praparaten, zum Beispiel zur Hautregeneration, 
zur Hautglattung, zur Verhinderung der Narbenbildung oder der 
Hautalterung sowie zur Anwendung bei Sonnenbrand. 
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Geeignete Hilfs- und Tragerstof f e schliefien Cellulose-Gele auf 
wassriger Basis, biologisch abbaubare Polymere sowie jegliche 
Salben- und Cremebasis und Sprays ein. Ferner konnen zusatzliche 
Wirkstoffe, welche die Wundheilung beeinf lussen, wie beispiels- 
5 weise Kollagen, Fibronektin, Faktor XIII, Fibroblasten Wachs- 
tumsfaktor (aFGF, bFGF ), Trans formierender Wachstums faktor Typ 
cl oder fl, Epidermis Wachstums f aktor , Insulin Oder "Insulin-like 
Growth Factor" (IGF I, II) oder weitere Wachstums faktoren in den 
erf indungsgemafien Praparaten enthalten sein. Die erf indungsgema- 
10 Ben Produkte konnen beispielsweise auch in Wundverbanden in 
wassriger Losung vorliegen. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen erlautert: 
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1. Beschreibung der Figuxen: 

Fig. 1) Schematische Darstellung der Herstellung der Basis- 

vektoren pSBC-1 und pSBC-2. 

5 

Fig. 2) Vektor M13BCL1; in der Vektorkarte ist der c-sis (PDGF- 

B) homologe Bereich aus pMVW-2 angegeben . Der Bereich 
des reifen PDGF-B und der Ncol/Sall (SEQ ID Nr. 8+9) 
Adapter sind durch schwarze Balken hervorgehoben . 

10 

Fig. 3) Schematische Darstellung der Rekonstruktion der voll- 

standigen PDGF-B-Vorlauf ersequenz . 



15 



20 



Fig. 4A +B) Schematische Darstellung der Konstruktion des bici- 

stronischen Vergleichs-Vektors pSBC-A/B (Fig. 4A) und 
des erf indungsgemafien Expressionsvektors pSBC-PDGF-B/A 
(Fig. 4B) aus den Basisvektoren pSBC-1 und pSBC-2 . Die 
Expressionsvektoren pSBC-PDGF-A/B und pSBC-PDGF-B/A 
unterscheiden sich dabei durch die Orientierung der ko- 
dierenden cDNA-Seguenzen der PDGF-A- und -B-Kette, d.h. 
durch ihre Lokalisierung auf dem Plasmid als in Lese- 
richtung erstes bzw. zweites Cistron. 



25 



Fig. 5) Northern-Blot Analyse trans formierter BHK-Zellen. 



Es 



30 



35 



wurde die mRNA aus dem Gesamtpool der BHK-Zellen unter- 
sucht, die stabil mit den monocistronischen bzw. bici- 
stronischen PDGF-Expressionskonstrukten transfiziert 
worden waren. Erwartungsgemafl zeigen die monocistroni- 
schen mRNAs eine Grofle von etwa 1.300 nt, wahrend bei 
den bicistronischen mRNAs die GrQfie der codierenden 
Sequenzen beider PDGF-Ketten (2.500 Nucleotide) vor- 
handen ist. Hiermit ist gezeigt, dafl die entsprechenden 
Genprodukte von einer einzigen bicistronischen mRNA 
abgelesen werden. Als Referenz wurde die murine a-Actin 
Probe verwendet [Minty, A.J. et al . , J. Biol. Chem. 
256, 1008 - 1014, (1981)]. 
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Fig. 6) Sandwich-ELISA zum Nachweis von PDGF-AB mit Hilfe eines 

monoklonalen und eines polyklonalen Anti-PDGF-Antikor- 
pers : Eichkurven von PDGF-Standards . 

Polystyrolplatten wurden mit Schaf -Anti-Maus-IgG be- 
5 schichtet und anschliefiend mit einem Maus-Hybridoma- 

tiberstand (von Klon 1B3/ enthalt monoklonale Antikorper 
gegen die B-Kette in PDGF-AB und -BB) inkubiert; nach 
Inkubation mit verschiedenen PDGF Standards wurde das 
gebundene PDGF mit Hilfe eines polyklonalen Kaninchen- 
10 Ant i -PDGF - AA , gefolgt von Peroxidase-markiertem Anti- 

Kaninchen-IgG nachgewiesen; 
Quelle der PDGF-Standards: 

AB: aus humanen Thrombozyten, von PROMEGA Corp. No. G 
5161; 

15 BB: rekombinant aus Hefe, von PROMEGA Corp. No. G 5191; 

AA: rekombinant aus BHK-Zellen, ca. 70% ig (Eichner et 
al., 1989). 

Fur PDGF's aus eukaryontischen Quellen ergibt sich ein 
spezifisches Signal mit PDGF-AB (aus humanen Thrombozy- 
20 ten) mit einer geringen Kreuzreaktion mit PDGF-BB. 

Fig. 7) Nachweis von PDGF-AB in Kulturiiberstanden von rekombi- 

nanten BHK-Zellen mittels PDGF-AB-ELISA: (Eichkurven 
von Standards s. Fig, 6)- Die dargestellten Proben 
25 stammten von BHK-Zellen, die mit folgenden Vektorkon- 

strukten trans fiziert worden waren: 

Probe: Nr.l: pSBC-A/B, 
Nr. 2: pSBC-B/A, 
30 Nr. 3: pSBC-2-PDGF-A +pSBC-2-PDGF-B , 

Nr . 4 : pSBC-2-PDGF-A, 
Nr .5 : pSBC-2-PDGF-B, 
Nr . 6 : pSBC-2-Kontrolle 
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Fig. 8) Analyse von gereinigtem rPDGF iiber SDS-PAGE . Die Proben 

wurden auf einem 13,5%igen Polyacrylamidgel in der 
Gegenwart von SDS aufgetrennt und anschliefiend mit 
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Die Analyse der gereinigten Sekretionsprodukte iiber SDS-PAGE 
korreliert mit den Ergebnissen aus der Analyse der Kultur- 
iiberstande (Tab. 2). Insbesondere an den unter reduzierenden 
Bedingungen auftretenden Banden der PDGF-Monomere kann man 
gut erkennen, da/3 Transf ektionszellpools der Konstellation 
pSBC- 2PDGF-A + pSBC-2-PDGF-B (Cotransfer) und pSBC-A/B 
( PDGF-A-Kette im ersten Cistron) iiberwiegend PDGF-AA-Homodi - 
mere sekretieren. 

Das aus pSBC-B/A-Kulturiiberstanden isolierbare PDGF bandiert 
gegeniiber dem als Referenz auf getragenen PDGF— AA bei einem 
geringfiigig niedrigeren Molekulargewicht . Unter reduzieren- 
den Bedingungen lassen sich beide Monomere zu etwa gleichen 
Teilen nachweisen. Die oberen Banden korrespondieren mit den 
Monomer-Banden der PDGF-A-Kette. Fiir rekombinantes PDGF— AA 
aus BHK-Zellen wurde bereits gezeigt, dafl dieses Material zu 
etwa gleichen Anteilen aus der vollstandigen PDGF-A-Kette, 
sowie einer C-terminal verkiirzten Spezies besteht (Eichner 
et al. , 1989) . 
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Die monomeren PDGF-A-Ketten bandieren bei einer M,. von etwa 
17 KD. Darunter bandiert die PDGF-B-Kette 16 KD ) , die 

bei dem aus pSBC-B/A-Uberstanden isolierten Material eben- 
falls in einer verkiirzten Form auftritt. Die Subspezies 
beider Ketten wurden gemeinsam durch Proteinsequenzanalyse 
analysiert und eindeutig als PDGF-A und PDGF-B identifi- 
ziert. Molekulargewi cht sunter s chiede fur PDGF-B sind daher, 
genau wie bei PDGF-A, moglicherweise auf C-terminale Verkiir- 
zungen oder veranderte Glycosylierungsmuster zuriickzuf iihren . 
PDGF aus tjberstanden von pSBC-B/A besteht demnach zu etwa 
gleichen Teilen aus PDGF-A und PDGF-B-Ketten . 

Das als Referenz aufgetragene, ebenfalls in BHK-Zellen 
exprimierte PDGF-AA ist nicht glykosyliert (Eichner et al . , 
15 1989), wahrend in CHO-Zellen exprimiertes PDGF einen Kohlen- 

hydratanteil von etwa 7% enthalt (Kolvenbach et al., 1991). 
Die PDGF-A-Monomere sowohl aus dem PDGF-AA-Homodimer als 
auch aus dem AB-Heterodimer stimmen in ihrem Lauf verhalten 
in der SDS-PAGE gut iiberein. 
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2 . Expr sb ion von PDGF-AB Heterodimer mit Hilfe des 
schen Vektorsystems 



10 



15 



20 



2.1 Herstelluno der Basisvektoren pSBC-1 und dSBC-2 (Fxa.l\ 

Fiir die Konstruktion des Vektors pSBC-1 wurde ein 627 bp 
Msel /Ball-Fragment aus dem Plasmid pGEM3-5' Polio (M) (Sar- 
now, 1989) als Matrize fiir eine PCR mit folgenden Primern 
verwendet : 



5'-Poliol 



3'-Polio2 



TTT CTGCAG AAGCTT AAAACAGCTCTGGGG 3 ' 
PstI Hindlll 

(SEQ ID Nr. 13) 

TT GCGGCCGC AATCCAATTCGCTTTATG 3 ' 
Not I 



(SEQ ID Nr. 14) 

Das nach der Amplif ikation erhaltene 652 bp Fragment wurde 
mit Pol I K behandelt, anschlieBend mit PstI gespalten und 
in den entsprechend praparierten Vektor pBEH ( Artel t et al., 
1988) insertiert. 



25 



Fiir die Konstruktion des Vektors pSBC-2 wurde das Plasmid 
pBEH mit Eco RI linearisiert und die folgenden Oligonukleo- 
tidsequenzen hybridisiert und insertiert: 



E-N-El 5 *AATT GCGGCCGC G 3 



E-N-E2 



3 'CGCCGGCG CTTAA 5 



(SEQ ID Nr. 15) 
(SEQ ID Nr. 16) 



30 2 ' 2 .^Constitution der vollstan diaen PDGF-B-Vorlauf erseauenz 

Das Plasmid pMVW-2 enthalt die cDNA des humanen PDGF-B Gens , 
welches im 5 ' -trans la tierten Bereich der Vorlauf erseguenz 
unvollstandig ist (Weich et al., 1986). Fiir die Rekonstitu- 
35 tion des authentischen PDGF-B precursors wurde in den 5'- 

terminalen Bereich des Vorlaufers durch einen C-T-Austausch 
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in Position 30 des codogenen Abschnittes des Klons pMVW-2 
eine Bcll-Schnittstelle eingefiihrt. Durch diesen Schritt 
geht letzlich nur ein kurzer Abschnitt des kodierenden Be- 
reiches verloren und die lokal codierte Aminosaure (Aspara- 
5 ginsaure) bleibt dabei erhalten. Da die Bcll-Schnittstelle 

in den meisten E. col i-Stammen durch Methyl ierung resistent 
gegeniiber enzymatischer Spaltung ist f muB das diese Schnitt- 
stelle enthaltene Fragment entweder in einen daitf-Stamm um- 
kloniert, oder iiber einen PCR-Schritt amplifiziert werden . 
10 Der fehlende Bereich des Vorlaufers wird dann als syntheti- 

sches Sal I /Be II -Fragment [Oligomere PPDGFB1 und PPDGFB2 (SEQ 
ID Nr. 11 + 12)] eingesetzt. 

Hierfiir wurde zunachst das 914 bp BamHI/Ncol -Fragment aus 

15 pMVW-2 iiber einen synthetischen Adapter [Oligomere NCCLSA1 

und NCCLSA2 (SEQ ID Nr. 8 + 9 ) ] in den BamHI/Sall-gespal- 
tenen Bakteriophagen M13mpl9 (Pharmacia) insertiert. Dieses 
Konstrukt lieferte die notwendige Einzelstrang-DNA fur den 
nachgeschalteten in vitro Mutageneseschritt , der mit Hilfe 

20 des Oligomer-directed in vitro mutagenesis system (Version 

2) der Fa. Amersham, basierend auf der Methode von Eckstein 
et al. [Taylor J. W. , Ott J. and Eckstein F. (1985) Nucl . 
Acids Res. 13, 8764-8785; Nakamaye K. and Eckstein F. (1986 ) 
Nucl. Acids Res. 14, 9679-9698; Sayers J. R. , Schmidt W. and 

25 Eckstein F. (1988) Nucl. Acids Res. 16, 791-802] durchge- 

fiihrt wurde. Durch den synthetischen Primer [PDGBBCL (SEQ ID 
Nr. 10)] wird nach der Mutagenese ein Basenaustausch (C zu 
T) in Position 144 der unter SEQ ID Nr. 3 dargestellten Se- 
quenz erreicht und dadurch im 5 '-Bereich des PDGF-B precur- 

30 sors eine Bcll-Schnittstelle eingefiihrt. Dieses Mutagenese- 

derivat wurde als M13BCL1 bezeichnet (Fig. 2). 

Ein 1100 bp Fragment aus M13BCL1 wurde iiber einen PCR- 
Schritt mit Hilfe der Primer M1317MER und M1324MER (SEQ ID 
35 Nr. 6 + 7) amplifiziert, anschlieflend einer Bcll/Hindlll- 

Restriktion unterworfen und das resultierende 77 0 bp Frag- 
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ment isoliert. Die synthetischen Oligomere PPDGFB1 und 
PPDGFB2 (SEQ ID Nr. 11 + 12) bilden den fehlenden 5'-Bereich 
des PDGF-B-Vorlaufers bis zur Bcll-Schnittstelle . Nach dem 
Annealing wurde dieses doppelstrangige Oligomer anschlie- 
5 fiend, zusammen mit dem 770 bp PDGF-B Fragment, in den mit 

.einer Sall/Hindlll Restriktion vorbereiteten Vektor pGEM-2 
(Promega) ligiert (Fig. 3). Die authentische Sequenz von 
PDGF-B wurde durch vollstandige Sequenzierung verifiziert. 

10 2 - 3 Konstruktion der bicistron ischen Expressionsvektoren pSRP- 

PDGF-A/B und PSBC -PDGF-B/A fiir dig PDGF-A- und B-K ette> fFi 
4A und B Y 



15 



20 



25 



30 



35 



Die vollstandige codierende cDNA fur den PDGF-B precursor 
(Ratner et al., 1985) liegt in dem Vektor pGEM2— PDGF-B vor, 
wie unter 1.2 beschrieben. Die vollstandige cDNA-Sequenz der 
kurzen Variante der PDGF-A-Kette (Betsholtz et al., 1986) 
ist im Express ions vektor pODA (Eichner et al . , 1989) enthal- 
ten. Dieser Vektor wurde erhalten durch Klonierung des Rsal- 
Fragments aus pPGF-1 (Hoppe et al . , 1987) in den SV-40 Ex- 
pressionsvektor pBEH (Artelt et al., 1988). 

Die kodierenden cDNA- Sequenz en der PDGF-A- und -B-Kette 
wurden unter Verwendung von EcoRI/Hindlll Restriktionen in 
die monocistronischen Vektoren pSBC-1 und -2 insertiert 
(Abb. 4). Die Fusion beider Vektoren zu einer bicistroni- 
schen Expressionseinheit wurde mit Hilfe der Restriktions- 
enzyme Xmnl/NotI durchgef iihrt . 

2-4 Herste lluno transf ormierter BHK-Zellen 

Die Transfektion der mono- und bicistronischen Expressions- 
vektoren, die die codierenden Sequenzen der A- und B-Kette 
von PDGF tragen (vgl. Fig.l, 4A+B) wurde mit der Calcium- 
phosphat-Prazipitationstechnik in BHK-Zellen durchgefuhrt 
(Wigler et al., 1979; Graham & van der Eb, 1973). Einen Tag 
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vor der Transfektion wurden 2-3 x 10 5 BHK-Zellen/ 24 cm 2 in 
neue Kulturf laschen umgesetzt. Vier Stunden vor der Trans- 
fektion wurde ein Medienwechsel mit DME-Medium durchgef iihrt . 
5 \ig der o. g. Plasmid-DNA zusammen mit 0,5 \ig der Selek- 
5 tionsplasmide pAG60 und pSVpac (Colb&re-Garapin, 1981; Vara 

et al., 1986), welche fiir ein Neomycinresistenzgen bzw. fur 
eine Puromycin-Res i s ten z kodieren, in 250 ptl 250 mM CaCl 2 
suspendiert . Die Losung wurde langsam unter standiger Ver- 
wirbelung durch steril eingeblasene Luft zu 250 nl 2 x 

10 HEPES-Puffer (280 mM NaCl; 50 mM HEPES; 1,5 mM NaH 2 P0 A pH 

7 #1) gegeben und und das erhaltene Prazipitat dem Nahrmedium 
zugesetzt. Zwei Tage nach der Transfektion wurde durch Me- 
dienwechsel von DME- auf Doppelselektionsmedium (5 ng/ml 
Puromycin; 500 |ig/ml G418, Wirth et al . , 1988) die Selektion 

15 auf stabil transf izierte Zellen begonnen und eine Population 

von PDGF sekretierenden Zellklonen erhalten . Ein representa- 
tives Klongemisch dieser Zellen wurde bei der DSM am 11. 8. 
19 9 2 unter der Nummer DSM ACC204 5 hinterlegt. 

20 2,5 Northern Blot Analyse 



Polyadenylierte RNA aus transf ormierten BHK-Zellen wurde 
nach Purchio et al . , (1979) isoliert, fiber ein l%iges 
Agarose-Fonnaldehydgel fraktioniert (Lehrach et al . , 1977), 
25 auf eine Nylonmembran geblottet und mit [ 32 P ] -markierten 

PDGF -A- und -B-Ketten spezifischen Sonden hybridisiert (Fig. 
5). 



30 



2 • 6 Gewinnung konditionierter Zellkulturiiberstande 



Die Transformation der BHK-Zellen erfolgte analog 2.4. Nach 
dem Auszahlen der Kolonien wurden die Zellen abtrypsini- 
siert, in frischem Selektionsmedium aufgenommen und auf eine 
Zellzahl von 10 5 Zellen/ml eingestellt. Je 10 ml dieser 
35 Zellsuspension wurden in eine Flasche mit 65 cm 2 Bodenf lache 

iiberf iihrt und fur weitere 48 h kultiviert. Danach wurde das 
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Medium entfernt und durch 10 ml Produktionsmedium (DMEM, 

* 

ohne Serum und Selektions-Antibiotoka ) ersetzt. Nach 24 h 
wurde das Medium abgenommen und durch serumhaltiges Selek- 
tionsraedium ersetzt. Die geemteten Uberstande wurden bis 
zur Analyse bei -20 °C gelagert. Zum Zeitpunkt der Ernte 
betrug die Zellzahl/Flasche 0.8-1.2xl0 7 . 

2 • 7 Nachwe is von PDGF in den Kulturiiberstanden mit Hilfe des 
Mitooentests 

Die Messung der Stimulierung der DNA-Syntheserate von dich- 
tearretierten Fibroblasten erlaubt eine Bestimmung der 
mitogenen Aktivitat des PDGF. Eine Unterscheidung zwischen 
den Isoformen ist dabei nicht moglich. 

Der Assay wurde gemafl Shipley et al . (1984) mit AKR-2B-Maus- 
fibroblasten in 24-Well-Platten durchgef iihrt . Reines PDGF 
zeigt in dem Test eine halbmaximale Stimulierung bei einer 
Konzentration von etwa 5 ng/ml. Dieser Wert wurde benutzt, 
um Produktivitaten zu bestimmen. Die Ergebnisse aus dem 
Mitogentest sind in Fig. 7 den Werten aus dem PDGF-AB-ELISA 
gegeniibergestellt . 

2 * 8 Nachweis von PD GF-AB Heterodimer in den Kulturiiberstanden 
25 mit Hi lfe eines spezifischen PDGF-AB ELISA's 

Es wurde ein 'two-antibody sandwich assay' aufgebaut, der 
eine spezifische Quantif izierung von PDGF-AB neben PDGF-AA 
und -BB erlaubt. 
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Sandwich-Assay mit Hilfe eines monoklonalen und eines poly- 
klonalen Ant i -PDGF -Antikorpers : 

Polys tyrolplatten mit 96 Kavitaten (Fa. Dynatech, U-Platte r 
No. M124B) werden in folgender Reihenfolge beschichtet 
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(zwischen jedem Schritt jeweils 4 x Waschen mit PBS mit 
0 , 05% Tween 20 ) : 

1) Schaf-Anti-Maus-IgG (Fa. Boehringer Mannheim, Nr. 1097 
5 105), 3 ^g/ml. 

2) 1% BSA (Fa. E. Merck, Nr. 12018) in PBS, pH 7,5, 100 \xl 
fiir 1 h bei R.T. 

10 3) Maus-Hybridoma-Uberstand von Klon 1B3 [erhalten durch 

Fusion von SP2/0-Myelomzellen mit Milzzellen von Mau- 
sen, die mit rekomb. PDGF-AB (aus E. coll gemafi Hoppe 
et al. (1990) imiminisiert worden waren], 2 M.g/ml 
IgG2a/ml. Der monoklonale Antikorper bindet spezifisch 

15 an der B-Kette von PDGF-Dimeren . 

4) PDGF-haltige Losungen , verdiinnt in PBS mit 0,1 % BSA 
und 0,05 % Tween 20 (PBS+), 50 \il fur 1 h bei R.T. 

20 5) Polyklonales Kaninchen-Anti-PDGF-AA-IgG (Fa. Genzyme, 

No. ZP-214, bindet an der A-Kette von dimerem PDGF), 2 
tig/ml in PBS+, 50 \xl fur 1 h bei R.T. 

6) POD-markiertes Ziege-Anti-Kaninchen IgG (Fa. Pierce, 
25 No. 31460), 0,1 ng/ml in PBS+, 50 \il fiir 1 h bei R.T., 

Detektion mit dem Substrat Tetramethylbenzidin gemaii 
E.S. BOS et al. (J . Immunoassay 2 (1981), 187-204). 

2.8.1 Eraebnisse : 

30 

In der Abbildung 7 sind die Resultate von drei unter- 
schiedlichen Analysen fiir PDGF aus Kulturiiberstanden 
rekombinanter BHK-Zellen dargestellt. 
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Der Mitogentest lief ert einen brauchbaren Wert fiir die 
Gesamtmenge des in den Kulturiiberstanden vorhandenen 
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rPDGF, ohne zwischen den verschiedenen Isoformen 
(PDGF-AA, AB oder BB) dif f erenzieren zu konnen. 

Der spezifische Anteil an heterodimerem PDGF-AB kann 
mit ausreichend hoher Genauigkeit durch den PDGF-AB- 
spezifischen ELISA bestimmt werden . Aus der Differenz 
dieser Analyse zum Ergebnis des Mitogentests kann der 
prozentuale Anteil von PDGF-Homodimeren rechnerisch 
ermittelt werden (Tabelle 1). 

Das Ergebnis des ELISA' s zeigt, dafl nur in Kulturiiber- 
standen von transf izierten Zellinien des Typs pSBC- 
PDGF-B/A die meBbare biologische AktivitSt im Mitogen- 
test mit hohen PDGF-AB -Wert en korreliert. 

2,9 Reinioung des sekretierten PDGF-aw 

Fiir die Reinigung der Sekretionsprodukte aus 1,5 - 2,5 
Litem konditionierter Kulturiiberstande der unterschiedli- 
chen Transfektions-Zellpools wurde ein fiir die Reinigung von 
rPDGF-AA aus Zellkulturiiberstanden entwickeltes Verfahren 
angewendet (Eichner et al . , 1989). Das nach dem HPLC-Schritt 
hoch- oder teilgereinigte PDGF wurde auf einem Polyacryla- 
midgel nach Laemmli (1970) in der Gegenwart von SDS aufge- 
trennt und nach anschlieBender Coomassieblauf arbung analy- 
siert (Fig. 8). 
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Durch Proteinsequenzanalyse sollten beide PDGF-Ketten 
eindeutig identif iziert werden um auszuschlieflen, daB hier 
verktirzte, prozessierte Formen nur einer PDGF-Kette vorlie- 
gen ( s . Fig . 8 ) . 

Die automatische Sequenzanalyse wurde am Modell 477A (Ap- 
plied Biosystems) mit dem Zyklus BLOTT1 durchgef iihrt . Die 
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Analyse der Phenyl thiohydantoin-Aminosauren-Derivate erf olg- 
te auf dem online gekoppelten 120A PTH-Analyser . 

Die Disulf idbriicken der Probe werden mit Dithiothreitol 
5 reduziert und mit 4-Vinylpyridin alkyliert. Sie wird auf 

einem horizontalen SDS-Elektrophorese-Gel nach Schagger und 
von Jagow, modifiziert wie beschrieben (Westermeier et al . 
SD 092/89, Pharmacia LKB Biotechnologie ) getrennt . Die Probe 
wird auf eine PVDF-Membran (Problot, Applied Biosystems ) mit 
10 einem diskontinuierlichen Puffersystem wie beschrieben (We- 

stermeier et al. SDRE-072, Pharmacia LKB Biotechnologie) 
geblottet und mit Comassie Brillant Blau R250 gefarbt. Die 
beiden Doppelbanden bei 17 und 16 KD werden ausgeschnitten 
und z us amine n sequenziert . 

15 

Nach den Ergebnissen der Proteinbestimmung wurden 10 ug 
Probe analysiert. Es konnten die N-terminalen Aminosauren 
der PDGF-A- und PDGF-B-Kette in gleicher Ausbeute nachgewie- 
sen werden (Tabelle 2). Nebensequenzen wurden nicht detek- 
20 tiert. 
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Tabelle 2 

Aminosaurensequenzanalyse der PDGF-A- und PDGF-B-Kette 



Zyklus 


PDGF 
Code 


-A 

Ausbeute 
( pmol ) 


PDGF 

Code 


Ausb 
( Dmol ) 


1 


Ser 


101,1* 


Ser 




2 


lie 


75 , 7 


Leu 

«A 


89 7 


3 


Glu 


58,8 


Glv 


82 0 


4 


Glu 


67 , 2 


Ser 

J* 


4 9 Q 


5 


Ala 


55 . 7 


UC Li. 


7 0 0 
1 U , Z. 


6 


Val 


61 0 




*^ Q /i 


7 


Pro 


45 , 9 


Tip 
11c 


Dj / 4 


8 


Ala 


104 6* 


a 1 a 




9 


Val 


46 R 


uiU 


AG Q 


10 


Cys 


40,5 


JT JL.KJ 


J -L , O 


11 


Lvs 


24 1 


.0--L d 


o*± , b 


12 


Thr 


23 , 5 




ID / 3 


13 


Arn 




J_ J_ e 


ZD , 2 


14 


Thr 


24,7 


Ala 


29,2 


15 


Val 


17,5 


Glu 


28,6 


X D 


lie 


27,5 


Cys 


23,2 


17 


Tyr 


16,4 


Lys 


11,2 


18 


Glu 


20,9 


Thr 


13,4 


19 


lie 


24,8 


Arg 


20,9 


20 


Pro 


17,1 


Thr 


16,9 


21 


Arg 


29,0 


Glu 


16,7 


22 






Val 


19,8 


23 


Gin 


8,1 


Phe 


10,2 


* Ausbeute 


aus beiden Ketten 
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Abktirzungen 



BHK 

bp 

CHO 

BSA 

D 

DMEM 
EL ISA 
HEPES 
HPLC 

IgG 

IRES 

nt 

PAGE 

PBS 

PCR 

PDGF 

POD 

PVDF 

SDS 

UTR 



- Hamsterzellinie (Baby Hamster Kidney) 

- Basenpaar(e) 

- Hamsterzellinie (Chinese Hamster Ovary) 

- Rinderseruirialbumin 

- Dalton 

- Dulbecco's Modified Eagle Medium 

- enzyme-linked immunosorbent assay 

- 4-( 2-Hydroxyl ) -1-piperazinethansulf onsaure 

- Hochdruckf lussigkeits chroma tographie 

- Immunglobulin der Klasse G 

- internal ribosomal entry site 

- Nukleotid(e) 

- Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

- phosphatgepuf ferte Kochsalzlosung 

- Polymerase Kettenreaktion 

- Wachs turns f aktor aus Thrombozyten 

- Peroxidase 

- Polyvinylidenf luorid 

- Natriumdodecylsulf at 

- nicht trans latierte Region 
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SEQUENZPR0TOKOLL 



(1) ALLGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Beiersdorf AG 

(B) STRASSE: Unnastr. 48 

(C) ORT: Hamburg 

(E) LAND: Bundesrepublik Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : 20245 

(A) NAME: GBF - Gesellschaft fuer Biotechnologische 

Forschung mbH 

(B) STRASSE: Mascheroder Weg 1 

(C) ORT: Braunschweig 

(E) LAND: Bunde srepublik Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : 38124 

(ii) ANMELDETITEL: Herstellung von heterodimerem PDGF-AB mit 

Hilfe eines bicistronischen Vektorsystems in Saeugerzellen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 16 

(iv) COMPUTER- LES BARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 
<B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0. Version #1.25 (EPA) 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 748 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : cDNS 

(vi) URSPRttNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(vii) UNMI TTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: pODA (Eichner et al . , 1989) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLttSSEL : CDS 

(B) LAGE: 95. .682 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "PDGF-A Vorlaeuf ersequenz 
(kurze Spliceform)" 

/note= "humanes PDGF-A Gen (kurze Spliceform, [2]) 
aus pODA, flankiert von 5 f -EcoRI und S'-Hindlll 
Restriktionsschnittstellen" 
/citation- ([2]) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLtJSSEL : mat peptide 

(B) LAGE: 353. .682 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product** •mature PDGF-A Kette" 
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(x) VER0FFENTLICHUNGSINFORMATION: 
(A) AUTOREN: Eichner.-W. 

Jaeger, V. 
Herbst, D. 
Hauser, H. 
Hoppe , J . 

(C) ZEITSCHRIFT: Eur. J. Biochem. 

(D) BAND: 185 

(F) SEITEN: 135-140 

(G) DATUM: 1989 

(x) VEROFFENT LI CHUNGS INFORMATION : 
(A) AUTOREN: Hoppe, J. 

Schumacher, L. 
Eichner, W. 
Weich, H. A. 

(C) ZEITSCHRIFT: FEBS Lett. 

(D) BAND: 223 

(F) SEITEN: 243-246 

(G) DATUM: 1987 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
GAATTCCCAC TGAATTTCGC CGCCACAGGA GACCGGCTGG AGCGCCCGCC CCGCGCCTCG 60 

CCTCTCCTCC GAGCAGCCAG CGCCTCGGGA CGCG ATG AGG ACC TTG GCT TGC 112 

Met Arg Thr Leu Ala Cys 
-86 -85 

CTG CTG CTC CTC GGC TGC GGA TAC CTC GCC CAT GTT CTG GCC GAG GAA 160 
Leu Leu Leu Leu Gly Cys Gly Tyr Leu Ala His Val Leu Ala Glu Glu 
" 80 -75 .70 -65 

GCC GAG ATC CCC CGC GAG GTG ATC GAG AGG CTG GCC CGC AGT CAG ATC 208 
Ala Glu He Pro Arg Glu Val He Glu Arg Leu Ala Arg Ser Gin lie 

-60 .55 .50 

CAC AGC ATC CGG GAC CTC CAG CGA CTC CTG GAG ATA GAG TCC GTA GGG 256 
His Ser lie Arg Asp Leu Gin Arg Leu Leu Glu He Asp Ser Val Glv 

-45 .40 .35 J 

AGT GAG GAT TCT TTG GAC ACC AGC CTG AGA GCT CAC GGG GTC CAC GCC 
Ser Glu Asp Ser Leu Asp Thr Ser Leu Arg Ala His Gly Val His Ala 
~ 30 -25 .20 



304 



400 



nil ftS S*? £ CC CGG CCC CTG CCC ATT CGG AGG AAG AGA 352 

Thr Lys His Val Pro Glu Lys Arg Pro Leu Pro He Arg Arg Lys Arg 

£2°. t?o r$ G ?? T S T ? CCC GCT GTC TGC AAG A CC AGG ACG GTC ATT 

Ser lie Glu Glu Ala Val Pro Ala Val Cys Lys Thr Arg Thr Val lie 

5 10 15 

T^r til t?I p CT CGG AGT £ AG GTC GAC CCC ACG TCC GCC AAC TTC CTG 

Tyr Glu He Pro Arg Ser Gin Val Asp Pro Thr Ser Ala Asn Phe Leu 

i0 25 30 

IlS J5S SSS l CQ n G ° ?, TG GAG GTG AAA CGC TGC ACC GGC TGC TGC AAC 

He Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Lys Arg Cys Thr Gly Cys Cys Asn 

" 40 45 

£hr v T ? l G ° °* G CCC TCC CGC GTC CAC CAC CGC AGC GTC 

Thr Ser Ser Val Lys Cys Gin Pro Ser Arg Val His His Arg Ser Val 



448 



496 



544 



4. 
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AAG GTG GCC AAG GTG GAA TAC GTC AGG AAG AAG CCA AAA TTA AAA GAA 592 
Lys Val Ala Lys Val Glu Tyr Val Arg Lys Lys Pro Lys Leu Lys Glu 
65 70 75 80 

GTC CAG GTG AGG TTA GAG GAG Ci..? TTG GAG TGC GCC TGC GCG ACC ACA 640 
Val Gin Val Arg Leu Glu Glu His Leu Glu Cys Ala Cys Ala Thr Thr 

85 90 95 

AGC CTG AAT CCG GAT TAT CGG GAA GAG GAC ACG GAT GTG AGG 682 
Ser Leu Asn Pro Asp Tyr Arg Glu Glu Asp Thr Asp Val Arg 

100 105 110 

TGAGGATGAG CCGCAGCCCT TTCCTGGGAC ATGGATGTGG GGATCCGTCG ACCTGCAGCC 742 



AAGCTT 



748 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 196 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Protein 

(xi) SEQUENZ BE SCHREI BUNG : SEQ ID NO: 2: 

Met Arg Thr Leu Ala Cys Leu Leu Leu Leu Gly Cys Gly Tyr Leu Ala 
-86 -85 -80 -75 

His Val Leu Ala Glu Glu Ala Glu lie Pro Arg Glu Val lie Glu Arg 

-70 -65 -60 -55 

Leu Ala Arg Ser Gin lie His Ser lie Arg Asp Leu Gin Arg Leu Leu 

-50 -45 -40 

Glu lie Asp Ser Val Gly Ser Glu Asp Ser Leu Asp Thr Ser Leu Arg 

-35 -30 -25 

Ala His Gly Val His Ala Thr Lys His Val Pro Glu Lys Arg Pro Leu 
-20 -15 -10 

Pro lie Arg Arg Lys Arg Ser lie Glu Glu Ala Val Pro Ala Val Cys 
-5 15 10 

Lys Thr Arg Thr Val lie Tyr Glu lie Pro Arg Ser Gin Val Asp Pro 

15 20 25 

Thr Ser Ala Asn Phe Leu lie Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Lys Arc 

30 35 40 

Cys Thr Gly Cys Cys Asn Thr Ser Ser Val Lys Cys Gin Pro Ser Are 
45 50 55 

Val His His Arg Ser Val Lys Val Ala Lys Val Glu Tyr Val Arc Lys 
60 65 70 

Lys Pro Lys Leu Lys Glu Val Gin Val Arg Leu Glu Glu His Leu Glu 
75 80 85 90 
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Cys Ala Cys Ala Thr Thr Ser Leu Asn Pro Asp Tyr Arg Glu Glu Asp 

95 100 105 

Thr Asp Val Arg 

110 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 868 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : cDNS 

(vi) URSPRttNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: pMVW-2 (Weich et al . , 1986) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLtlSSEL: CDS 

(B) LAGE: AO. .762 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "PDGF-B 
Vorlaeuf ersequenz" 

/note« "humanes PDGF-B Gen aus pGEM2-PDGF-B , 
flankiert von 5'-EcoRI und 3 * -Hindlll 
Restriktionsschnittstellen" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: matpeptide 

(B) LAGE: 283.. 609 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "mature PDGF-B Kette" 

(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 
(A) AUTOREN: Weich, H . A. 

Sebald, W. 
Schairer, H. U. 
Hoppe, U. 

(C) ZEITSCHRIFT: FEBS Lett. 

(D) BAND: 198 

(F) SEITEN: 344-348 

(G) DATUM: 1986 

(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

GAATTCGAGC TCGCCCGGGG ATCCTCTAGA GTCGACACC ATG AAT CGC TGC TGG 54 

Met Asn Arg Cys Trp 
-81 -80 

GCG CTC TTC CTG TCT CTC TGC TGC TAG CTG CGT CTG GTC AGC GCC GAG 102 
Ala Leu Phe Leu Ser Leu Cys Cys Tyr Leu Arg Leu Val Ser Ala Glu 
* 75 -70 -65 

GGG GAC CCC ATT CCC GAG GAG CTT TAT GAG ATG CTG AGT GAT CAC TCG 150 
Gly Asp Pro He Pro Glu Glu Leu Tyr Glu Met Leu Ser Asp His Ser 
" 60 -55 .50 -45 
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ATC CGC TCC TTT GAT GAT CTC CAA CGC CTG CTG CAC GGA GAG CCC GGA 198 
lie Are Ser Phe Asp Asp Leu Gin Arg Leu Leu His Gly Asp Pro Gly 

-40 -35 -30 

GAG GAA GAT GGG GCC GAG TTG GAC CTG AAC ATG ACC CGC TCC CAC TCT 246 
Glu Glu Asp Gly Ala Glu Leu Asp Leu Asn Met Thr Arg Ser His Ser 

-25 -20 -15 

GGA GGC GAG CTG GAG AGC TTG GCT CGT GGA AGA AGG AGC CTG GGT TCC 294 
Gly Gly Glu Leu Glu Ser Leu Ala Arg Gly Arg Arg Ser Leu Gly Ser 
-10 -5 1 

CTG ACC ATT GCT GAG CCG GCC ATG ATC GCC GAG TGC AAG ACG CGC ACC 342 
Leu Thr lie Ala Glu Pro Ala Met lie Ala Glu Cys Lys Thr Arg Thr 
5 10 15 20 

GAG GTG TTC GAG ATC TCC CGG CGC CTC ATA GAC CGC ACC AAC GCC AAC 390 
Glu Val Phe Glu lie Ser Arg Arg Leu lie Asp Arg Thr Asn Ala Asn 

25 30 35 

TTC CTG GTG TGG CCG CCC TGT GTG GAG GTG CAG CGC TGC TCC GGC TGC 438 
Phe Leu Val Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Gin Arg Cys Ser Gly Cys 

40 45 50 

TGC AAC AAC CGC AAC GTG CAG TGC CGC CCC ACC CAG GTG CAG CTG. CGA 486 
Cys Asn Asn Arg Asn Val Gin Cys Arg Pro Thr Gin Val Gin Leu Arg 
55 60 65 

CCT GTC CAG GTG AGA AAG ATC GAG ATT GTG CGG AAG AAG CCA ATC TTT 534 
Pro Val Gin Val Arg Lys lie Glu lie Val Arg Lys Lys Pro lie Phe 
70 75 80 

AAG AAG GCC ACG GTG ACG CTG GAA GAC CAC CTG GCA TGC AAG TGT GAG 582 
Lys Lys Ala Thr Val Thr Leu Glu Asp His Leu Ala Cys Lys Cys Glu 
85 90 95 100 

ACA GTG GCA GCT GCA CGG CCT GTG ACC CGA AGC CCG GGG GGT TCC CAG 630 
Thr Val Ala Ala Ala Arg Pro Val Thr Arg Ser Pro Gly Gly Ser Gin 

105 110 115 

GAG CAG CGA GCC AAA ACG CCC CAA ACT CGG GTG ACC ATT CGG ACG GTG 678 
Glu Gin Arg Ala Lys Thr Pro Gin Thr Arg Val Thr He Arg Thr Val 

120 125 130 

CGA GTC CGC CGG CCC CCC AAG GGC AAG CAC CGG AAA TTC AAG CAC ACG 726 
Arg Val Arg Arg Pro Pro Lys Gly Lys His Arg Lys Phe Lys His Thr 
135 140 145 

CAT GAC AAG ACG GCA CTG AAG GAG ACC CTT GGA GCC TAGGGGCATC 772 
His Asp Lys Thr Ala Leu Lys Glu Thr Leu Gly Ala 
150 155 160 

GGC AGG AG AG TGTGTGGGCA GGGTTATTTA ATATGGTATT TGCTGTATTG CCCCCATGGC 832 



CCAATCGATC CCGTCGACCT GCAGGCATGC AAG CTT 



868 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 4 : 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 241 Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 
(D) TOPOLOGIE: linear - 

(ii) ART DES MOLEKttLS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Asn Arg Cys Trp Ala Leu Phe Leu Ser Leu Cys Cys Tyr Leu Arg 

-81 -80 -75 -70 

Leu Val Ser Ala Glu Gly Asp Pro lie Pro Glu Glu Leu Tyr Glu Met 

-65 -60 -55 -50 

Leu Ser Asp His Ser lie Arg Ser Phe Asp Asp Leu Gin Arg Leu Leu 

-45 -40 -35 

His Gly Asp Pro Gly Glu Glu Asp Gly Ala Glu Leu Asp Leu Asn Met 

-30 -25 -20 

Thr Arg Ser His Ser Gly Gly Glu Leu Glu Ser Leu Ala Arg Gly Arg 
-15 -io -5 

Arg Ser Leu Gly Ser Leu Thr He Ala Glu Pro Ala Met He Ala Glu 
1 5 10 15 

Cys Lys Thr Arg Thr Glu Val Phe Glu He Ser Arg Arg Leu He Asp 

20 25 30 

Arg Thr Asn Ala Asn Phe Leu Val Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Gin 

35 40 45 

Arg Cys Ser Gly Cys Cys Asn Asn Arg Asn Val Gin Cys Arg Pro Thr 
50 55 eo 

Gin Val Gin Leu Arg Pro Val Gin Val Arg Lys He Glu He Val Arg 
65 70 75 

Lys Lys Pro He Phe Lys Lys Ala Thr Val Thr Leu Glu Asp His Leu 
80 85 90 95 

Ala Cys Lys Cys Glu Thr Val Ala Ala Ala Arg Pro Val Thr Arg Ser 

100 105 HO 

Pro Gly Gly Ser Gin Glu Gin Arg Ala Lys Thr Pro Gin Thr Arg Val 

115 120 125 

Thr He Arg Thr Val Arg Val Arg Arg Pro Pro Lys Gly Lys His Arg 
13° 135 140 

Lys Phe Lys His Thr His Asp Lys Thr Ala Leu Lys Glu Thr Leu Gly 
145 150 155 

Ala 
160 
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(2) INFORMATION ZU SEO ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 628 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<vi) URSPRttNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Poliovirus Typ 1 (Mahoney strain) 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: pGEM3-5'Polio (M) (4708 bp), (Sarnow, 1989) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: - 

(B) LAGE: 1..628 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= n abgebildet sind die ersten 
628 nt der 5' nicht- :ranslatierten Region des 
Poliovirus Typ 1 (Mahoney)" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLttSSEL: - 

(B) LAGE: 610 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "nicht-authentische Sequenz 
auf Grund einer Basenpaarsubstitution von C nach G 
an der Position 610" 

(x) VERbFFENTLICHUNGS INFORMATION: 
(A) AUTOREN: Sarnow, P. 

(C) ZEITSCHRIFT: J. Virol. 

(D) BAND: 63 

(F) SEITEN: 467-470 

(G) DATUM: 1989 



(xi) SEQUENZ BE SCHREI BUNG : SEQ ID NO : 5: 



TTAAAACAGC 


TCTGGGGTTG 


TACCCACCCC 


AGAGGCCCAC 


GTGGCGGCTA 


GTACTCCGGT 


60 


ATTGCGGTAC 


CCTTGTACGC 


CTGTTTTATA 


CTCCCTTCCC 


GTAACTTAGA 


CGCACAAAAC 


120 


CAAGTTCAAT 


AGAAGGGGGT 


ACAAACCAGT 


ACCACCACGA 


ACAAGCACTT 


CTGTTTCCCC 


180 


GGTGATGTCG 


TATAGACTGC 


TTGCGTGGTT 


GAAAGCGACG 


GATCCGTTAT 


CCGCTTATGT 


240 


ACTTCGAGAA 


GCCCAGTACC 


ACCTCGGAAT 


CTTCGATGCG 


TTGCGCTCAG 


CACTCAACCC 


300 


CAGAGTGTAG 


CTTAGGCTGA 


TGAGTCTGGA 


CATCCCTCAC 


CGGTGACGGT 


GGTCCAGGCT 


360 


GCGTTGGCGG 


CCTACCTATG 


GCTAACGCCA 


TGGGACGCTA 


GTTGTGAACA 


AGGTGTGAAG 


420 


AGCCTATTGA 


GCTACATAAG 


AATCCTCCGG 


CCCCTGAATG 


CGGCTAATCC 


CAACCTCGGA 


480 


GCAGGTGGTC 


ACAAACCAGT 


GATTGGCCTG 


TCGTAACGCG 


CAAGTCCGTG 


GCGGAACCGA 


540 


CTACTTTGGG 


TGTCCGTGTT 


TCCTTTTATT 


TTATTGTGGC 


TGCTTATGGT 


GACAATCACA 


600 


GATTGTTATG 


ATAAAGCGAA 


TTGGATTG 








628 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 17 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLtJSSEL: - 

(B) LAGE: 1..17 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= M1317MER 

/note= "synthetische DNA; Ml 3 Sequenzierprimer 
(New England Biolabs GmbH), eingesetzt fuer PCR" 



(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
GTAAAACGAC GGCCAGT 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLtJSSEL: - 

(B) LAGE: 1. .24 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- M1324MER 

/note= "synthetische DNA; M13 reverser 
Sequenzierprimer (New England Biolabs GmbH) 
exngesetzt fuer PCR n 



(Xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
AGCGGATAAC AATTTCACAC AGGA 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART : Nukleins&ure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLttS SEL : - 

(B) LAGE: 1. .19 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- NCCLSA1 



/note= " synthetische DNA; synthetischer Linker zur 
Umklonierung des verkuerzten PDGF-B Vorlaeufers 
aus pMVW-2 in den Bakteriophagen M13mpl9 B 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI S TIKA : 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsiiure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: - 

(B) LAGE: 1. .19 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- NCCLSA2 



/note= "synthetische DNA; synthetischer Linker zur 
Umklonierung des verkuerzten PDGF-B Vorlaeufers 
aus pMVW-2 in den Bakteriophagen M13mpl9 n 



(xi) 



SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 8: 



CATGGCCCAA TCGATCCCG 



19 



(xi) 



SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 



TCGACGGGAT CGATTGGGC 



19 



r 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 37 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear — 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLtiSSEL: - 

(B) LAGE: 1..37 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- PDGBBCL 

/note- "synthetische DNA; Mutagenese primer zur 
Exnfuehrung einer Bcll-Schnittstelle in den 
5 -Bereich des PDGF-B Vorlaeufers" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
GCTTTATGAG ATGCTGAGTG ATCACTCGAT CCGCTCC 37 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 110 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLtJSSEL : - 

(B) LAGE: 1. .110 

(D) SONSTIGE ANGABEN: / label = PPDGFB1 



^Von^^^ he 4 sche DNA; synthetischer Linker zur 
Rekonstitution der maturen PDGF-B 

Vorlaeuf er sequenz ■ 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
TCGACACCAT GAATCGCTGC TGGGCGCTCT TCCTGTCTCT CTGCTGCTAC CTGCGTCTGG 60 
TCAGCGCCGA GGGGGACCCC ATTCCCGAGG AGCTTTATGA GATGCTGAGT 110 



1 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 11£> Basenpaare 

(B) ART: Nuklt : .saure 

(C) STRANG FORM. Zinzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLttSSEL: - 

(B) LAGE: 1..110 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= PPDGFB2 

/note= "synthetische DNA; synthetischer Linker zur 
Rekonstitution der maturen PDGF-B 
Vorlaeuf ersequenz ■ 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
GATCACTCAG CATCTCATAA AGCTCCTCGG GAATGGGGTC CCCCTCGGCG CTGACCAGAC 60 
GCAGGTAGCA GCAGAGAGAC AGGAAGAGCG CCCAGCAGCG ATTCATGGTG 110 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 30 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLttSSEL : - 

(B) LAGE: 1.-30 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label** 5'-POLI01 

/note- "synthetische DNA; synthetischer 
PGR- Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
TTTCTGCAGA AGCTTAAAAC AGCTCTGGGG 30 



WO 94/05786 



PCT/EP93/02295 



r. 



- 46 - 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLtlSSEL : - 

(B) LAGE: 1. .28 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /label= 3'-POLI02 

/note- "synthetische DNA; synthetischer 
PGR- Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 14: 
TTGCGGCCGC AATCCAATTC GCTTTATC 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 13 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: - 

(B) LAGE: 1..13 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- E-N-El 

/note- "synthetische DNA; synthetischer Linker" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
AATTGCGGCC GCG 

13 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 13 Barsnpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: - 

(B) LAGE: 1..13 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= E-N-E2 

/note* ■ synthetische DNA; synthetischer Linker" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 
AATTCGCGGC CGC 



13 
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Patentanspriiche 

Bicistronische Expressionseinheit zur rekombinanten Herstel- 
lung von heterodimerem PDGF-AB in Saugerzellen als Wirtszel- 
len, gekennzeichnet durch die allgemeine Formel 

p - 5'UTR - d - IRES - C 2 - 3'UTR - polyA, 

in der 

p ein transkriptionaler Promotor ist, 

5'UTR eine nicht trans latierte Nukleotidsequenz ist, 

C i ein Cistron ist, welches ein fur die B-Kette von PDGF, 
ein biologisch aktives Analogon oder ein Fragment: der- 
selben kodierendes Gen enthalt, 

IRES eine Nukleotidsequenz viralen, zellularen oder 
synthetischen Ursprungs ist, die in der Stufe der Trans- 
lation fur die interne Initiation verantwortlich ist, 

C 2 ein Cistron ist, welches ein fur die A-Kette von PDGF 
Oder ein biologisch aktives Analogon oder ein Fragment 
derselben kodierendes Gen enthalt, 

3'UTR eine nicht translatierte Nukleotidsequenz ist, 

und polyA ein Polyadenylierungssignal ist, 

wobei C lf IRES und C 2 operativ miteinander verkniipft sind. 
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2. Expressionseinheit nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daii Ci die vollstandige PDGF-B Vorlauf ersequenz (SEQ ID Nr. 
3), deren allelische Varianten oder Fragmente derselben ent- 
halt, welche fiir eine biologisch wirksame PDFG-B Kette ko- 
diert . 

3* Expressionseinheit nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet:, 
daft C x das v-5is-Gen aus Simian Sarcoma Virus oder die Basen- 
paare 283 bis 609 gemaJ3 SEQ ID Nr. 3 enthalt. 

4. Expressionseinheit nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl C 2 die PDGF-A K - (SEQ ID Nr. 1) oder die 
PDGF-A L Vorlauf er-Sequenz enthalt. 

5. Expressionseinheit nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi IRES die Nukleotidsequenz gemafi SEQ ID Nr. 
5 ist . 

6. Expressionseinheit nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi IRES die 5'UTR des Enzephalomyocarditis 
Virus (EMV), des "Theilers murine encephalomyelitis virus" 
(TMEV), des "foot and mouth disease virus" (FMDV), des "bovine 
enterovirus" (BEV), des "coxsackie B virus" (CBV), des "human 
rhinovirus" (HRV) oder die "human immunoglobulin heavy chain 
binding protein" (BIP) 5'UTR, die Drosophila Antennapediae 
5'UTR, die Drosophila Ultrabithorax 5'UTR oder genetische 
Hybride oder Fragmente aus den oben angefiihrten Sequenzen ist. 

7. Rekombinanter DNA-Vektor, welcher die Expressionseinheit nach 
den Anspruchen 1 bis 6, operativ verkniipft mit Expressionskon- 
trollsequenzen , enthalt . 

8. Wirtszelle, welche eine Saugerzelle transf ormiert mit dem 
Vektor gemafl Anspruch 7 ist. 
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9. Wirtszelle nach Anspruch 8, dadurch g kennzeichnet , daJ3 sie 
eine CHO- oder BHK-Zelle ist. 

10* Wirtszelle nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , dafi sie 
eine BHK-Zelle ist und von dem Klon 91-24-4D mit der Hinter- 
legungs-Nr. DSM ACC2045 abstammt . 

11- Verfahren zur Herstellung von heterodimerem rPDGF-AB, dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 man Saugerzellen als Wirtszellen, die eine 
Expressionseinheit nach den Anspriichen 1 bis 6 operativ 
insertiert enthalten, in einem geeigneten Medium kultiviert 
und das so erzeugte rPDGF-AB von den Zellen und dem Medium ab- 
trennt . 

12. Verfahren nach Anspruch 11 , dadurch gekennzeichnet , dafi die 
Wirtszelle eine Zelle nach den Anspriichen 9 bis 11 ist, 

13. Heterodimeres rPDGF-AB, im wesentlichen frei von homodimeren 
Begleitprodukten, erhSltlich durch Kultivieren von Sauger- 
zellen als Wirtszellen, die eine Expressionseinheit nach den 
Anspriichen 1 bis 6 operativ verkniipft enthalten, in einem 
geeigneten Medium und Abtrennen des so erzeugten rPDGF-AB von 
den Zellen und dem Medium. 

14. Heterodimeres rPDGF-AB, im wesentlichen frei von homodimeren 
Begleitprodukten, erh&ltlich durch Kultivieren von BHK- oder 
CHO-Zellen als Wirtszellen, die eine Expressionseinheit nach 
den Anspriichen 1 bis 6 operativ verkniipft enthalten, in einem 
geeigneten Medium und Abtrennen des so erzeugten rPDGF-AB von 
den Zellen und dem Medium* 
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15. Heterodimeres , im wesentlichen von homodimeren Begleitproduk- 
ten freies PDGF-AB, erhaitlich durch Kultivieren von Wirts- 
zellen gemaii Anspruch 10, die eine Expressionseinheit nach den 
Anspriichen 1 bis 6 operativ verkniipft enthalten, in einem 
geeigneten Medium und Abtrennen des so erzeugten rPDGF-AB von 
den Zellen und dem Medium. 

16- Pharmazeutisches und/oder kosmetisches Praparat , enthaltend 
rPDGF-AB hergestellt nach dem Verfahren gemafl den Anspriichen 
11 oder 12 zusammen mit pharmazeutisch und/oder kosmetisch 
vertraglichen Hilfs- und Tragerstof fen . 

17. Pharmazeutisches und/oder kosmetisches Praparat, enthaltend 
rPDGF-AB nach den Anspriichen 13 bis 15 zusammen mit 
pharmazeutisch und/oder kosmetisch vertraglichen Hilfs- und 
Tragerstof fen . 

18. Pharmazeutisches Praparat nach den Anspriichen 16 oder 17 in 
Form einer Salbe, eines Gels, eines Sprays, eines Pflasters, 
eines Wundverbandes oder einer Wundauflage. 
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